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Sammendrag

Denne rapport beskriver resultaterne af undersogelser af hoje hydrostatiske tryk pa
malkeproteiner. Hojtryksbehandling er en attraktiv teknologi til at modificere malkeproteiner uden
brug af varme. Hoje tryk @ndrer proteiners konformation og resulterer i hel eller delvis denaturering
med @ndrede funktionelle egenskaber til folge. En detaljeret forstaelse af effekter af hoje tryk pa
malkeproteiner er derfor af interesse for mejeriindustrien for at vurdere anvendelser og potentialer 1
brugen af hejtryksteknologi. Undersogelsene har omhandlet bade valleproteiner og kaseiner og tryk
op til 600 MPa har varet anvendt.

Malinger af overfladetrykket i luft/vand grensefladen viste, at trykbehandling af valleproteinet [3-
lactoglobulin ~ fremmede adsorptionen af [B-lactoglobulin  til luft/vand grensefladen.
Overfladereologiske maélinger med dynamisk oscillation viste at den adsorberede film i olie/vand
grensefladen havde en markant oget elasticitet, hvis filmen var stabiliseret af trykbehandlet -
lactoglobulin frem for nativt B-lactoglobulin.

Milinger af pH ved en nyudviklet optisk metode af B-lactoglobulin oplesninger under tryk viste
dynamiske axndringer, hvor pH steg ved moderate hoje tryk og faldt ved hojere tryk. Forsog med
vandige oplosninger med op til 5 mg/ml B-lactoglobulin viste at den maksimale pH-zndring som -
lactoglobulin forarsager under tryk er athengig af proteinkoncentrationen.

Mezlk blev undersogt under trykbehandling ved maling af turbiditet, og efter trykbehandling ved
brug af dynamisk lysspredning. Trykbehandling af malk mellem 150 MPa og 200 MPa reducerede
storrelserne af kaseinmicellerne 1 malken. Trykbehandling af malk mellem 250 MPa og 300 MPa
resulterede i en fraktion af kaseinmiceller med mindre storrelser end kaseinmiceller i ubehandlet
mazlk sammen med en fraktion af kaseinmiceller, der var storre end kaseinmiceller i ubehandlet
malk. De store kaseinmiceller var ustabile og dissocierede i nogen grad under lagring af melk efter
trykbehandling. Trykbehandling af malk ved 400 MPa reducerede storrelserne af kaseinmicellerne
yderligere. Malinger af turbiditet i mealk under tryk ved varierende temperatur viste, at dissociationen
af kaseinmicellerne blev fremmet ved temperaturer mellem 5°C og 10°C, hvorimod association af
kaseinmicellerne blev fremmet ved 40°C.

Malinger af calcium koncentrationen i1 malkens serumfase blev foretaget med en calcium-ion
selektiv elektrode og med atomabsorptionsspektroskopi. Behandling af malk med tryk i omradet fra
150 MPa til 400 MPa ogede koncentrationen af frit og kompleksbundet calcium i serumfasen pa
grund af frigivelse af calcium fra kaseinmicellerne. Under lagring (24 timer) af trykbehandlet maelk
ved atmostarisk tryk blev calcium igen langsomt bundet til kaseinmicellerne.

Rorte syrnede geler blev fremstillet af trykbehandlet malk og flydeegenskaber samt de visko-

clastiske egenskaber af de rorte syrnede geler blev sammenlignet med geler fremstillet af
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varmebehandlet mzlk. Viskositet og flydegreense malt under konstant omroring i de rorte syrnede
geler blev gradvist eget ved behandling af mealk med tryk op til 600 MPa. Varmebehandling af malk
ved 90°C i 30 minutter eller trykbehandling af malk ved 600 MPa i 20 minutter gav lignende
viskositet og flydegrense i de syrnede geler. Malinger af de syrnede geler med dynamisk oscillation
med lille amplitude viste, at roregelernes visko-elastiske egenskaber blev gradvist eget ved
behandling af malk med tryk pa op til 600 MPa. Det blev videre fundet, at varmebehandling af malk
ved 90°C i 30 minutter eller trykbehandling ved 600 MPa i 20 minutter gav ens visko-elastiske
egenskaber 1 de rorte syrnede geler.

Det kan konkluderes, at hoje tryk er en interessant og lovende teknologi, der giver muligheder for i
forskellig grad at modificere malkeproteiners egenskaber og for at forbedre bestemte funktionelle
egenskaber af malkeproteiner. Fremover kan nye typer af mejeriprodukter forventes at blive

udviklet pa basis af hojtryksteknologien.
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Abstract

The present work reports results from a study of high hydrostatic pressure effects on milk proteins.
High pressure treatment is an attractive technology to modify milk proteins without using heat. High
hydrostatic pressure change the conformation of proteins resulting in partly or complete
denaturation and further a change in functional properties. A detailed description of the effects of
high pressure on milk proteins is of interest to the dairy industry with respect to applications and
possibilities of high pressure technology. The study investigated both whey proteins and the caseins
and pressure up to 600 MPa were explored.

Surface pressure measurements at the air/water interface showed that pressurization of the whey
protein PB-lactoglobulin facilitated the adsorption of PB-lactoglobulin to the air/water interface.
Surface rheological measurements made by small amplitude oscillatory shear showed a marked
increase in the interfacial elasticity of the adsorbed layer of pressurized B-lactoglobulin at the

oil/water interface compared to that of native B-lactoglobulin.

Measurements of pH in f-lactoglobulin solutions under pressure showed dynamic changes where
pH increased at moderate high pressure and a decrease at higher pressures. Experiments with
solutions with different B-lactoglobulin concentrations (from 0.25 to 5 mg/ml) showed that the pH-

change in solutions of B-lactoglobulin is concentration dependent.

Milk was investigated during pressure treatment by turbidity measurements and after pressure
treatment using dynamic light scattering. Pressurization of milk in the range of 150 MPa to 200 MPa
reduced the size of the casein micelles in milk. Upon pressurization of milk in the range of 250 MPa
to 300 MPa casein micelle sizes markedly smaller than those in untreated milk were observed
together with a fraction of markedly larger casein micelles than those in untreated milk. These larger
micelles were unstable and dissociated to some extent upon storage of milk after pressurization.
Pressurization of milk at 400 MPa further reduced the sizes of the casein micelles. Turbidity
measurements of milk under pressure at various temperatures showed that dissociation of casein
micelles was favoured at low temperatures from 5°C to 10°C and association of the casein micelles
was favoured at 40°C.

Measurements of the calcium concentration in milk serum were conducted with a calcium ion
selective electrode and by atomic absorption spectroscopy. Pressurization of milk in the range of
150 MPa to 400 MPa increased the concentration of free Ca?* and complexed calcium in milk serum
due to release of calcium from the casein micelles. During storage (24 hours) of pressurized milk at
ambient pressure a slow re-binding of calcium to the casein micelles occurred.

Stirred acidified gels were made from pressurized milk and the flow and viscoelastic properties of

the stirred acidified gels were compared to gels made from heated milk. Viscosity and yield stress
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measured by steady shear in the stirred acidified gels were gradually enhanced by pressurization of
milk up to 600 MPa. Heat treatment of milk at 90°C for 30 minutes or high pressure treatment of
milk at 600 MPa for 20 minutes resulted in similar viscosity and yield stress in the stirred gels. Small
amplitude oscillatory shear measurements revealed that pressurization of milk up to 600 MPa
gradually increased viscoelastic properties in the stirred gels. Furthermore, heat treatment of milk at
90°C for 30 minutes or pressurization of milk at 600 MPa for 20 minutes resulted in similar
viscoelastic properties in the stirred acidified gels.

In conclusion, high pressure treatment is an interesting and promising technology, which offers
possibilities to modify properties of milk proteins to different extents and to improve desirable
functional properties of milk proteins. In the future novel types of dairy products are expected to be

developed based on high pressure technology.
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1 Baggrund og formal

Modificering af malk med hoje tryk er en skansom teknologi der giver mulighed for at inaktivere
mikroorganismer og bakteriofager og samtidig bevare aromastoffer og vitaminer. Brug af hojtryk er
derfor et attraktivt alternativ til traditionel varmebehandling af mzlk. Hoje tryk giver desuden
mulighed for generelt at modificere proteiners struktur, hvilket er relevant for bade valleproteiner og
kaseiner i mange sammenhange indenfor mejeriteknologi. Andring af malkeproteiners struktur
giver iser mulighed for at modificere mazlkeproteinernes funktionelle egenskaber sisom evne til
geldannelse og vandbinding, evne til stabilisering af skum og evne til at stabilisere emulsioner.

Projektets formal var at tilvejebringe en detaljeret beskrivelse af trykeffekter pa malkeproteiner,
baseret pa spektroskopiske og reologiske undersogelser for at give baggrund for anvendelser af
hojtryksmodificerede ~ malkeproteiner. ~ For  kaseiner  blev  storrelsesfordeling  samt
mineralsammensaztning undersegt med henblik pa fremstilling af nye typer geler. Hojtrykseffekter pa
mealkeproteiner blev undersogt bade under tryk og efter trykbehandling. Forstnevnte for at
karakterisere transiente andringer og sidtnzvnte for at karakterisere de mere eller mindre

permanente @ndringer af malkeproteiner som folge af trykbehandling.

2 Resultater

2.1 Hojtrykseffekter pa overfladeegenskaber af B-lactoglobulin

Oplosninger med valleproteinet B-lactoglobulin blev trykbehandlet ved 150 MPa, 200 MPa eller
400 MPa og grensefladeegenskaberne af det trykbehandlede protein blev undersogt. Adsorptionen

af B-lactoglobulin til luft/vand grensefladen blev undersogt ved malinger af overfladetryk (figur 1).
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Figur 1. Udvikling i luft/vand overfladettyk af 0,01 mg/ml -lactoglobulin oplesninger ved pH 7. Nativt -

lactoglobulin (,) and B-lactoglobulin behandlet med tryk pa 150 MPa (©), 200 MPa (0), 400 MPa (A). Fra Knudsen et
al., 2004.

Proteiner er overfladeaktive stoffer som diffunderer til graenseflader og dermed sznker
overfladespzndingen. Proteiners senkning af overfladespandingen over tid kan ogsa udtrykkes som
en stigning i greensefladetryk over tid, som det ses i figur 1. Forsogene med B-lactoglobulin viste at
trykbehandling af B-lactoglobulin eger proteinets adsorption til en luft/vand granseflade, bide med
hensyn til hastigheden af adsorptionen samt mangden af protein der adsorberes i graensefladen. Det
manifesterer sig ved, at bade stigningshastigheden samt slutniveauet af greensefladetrykket er hojere
for trykbehandlet B-lactoglobulin sammenlignet med ubehandlet B-lactoglobulin (figur 1).

Proteiner i1 grenseflader danner et tyndt lag eller en proteinfilm (tykkelsen af filmen er nogen fa
nanometer). Reologiske egenskaber af en sidan graensefladeproteinfilm og udviklingen af styrken i
filmen over tid kan kvantificeres med et graensefladereometer. En skematisk tegning af et

graensefladereometer er vist 1 figur 2.

Metal-ring sat i olie/vand
Reometer grensefladen. Dynamisk oscillation
bruges til malinger af de viskoelastiske
egenskaber af filmen i greensefladen

Glasskal

Proteiner i oplesning der danner
en grensefladefilm

Proteinoplasning

Figur 2. Skematisk tegning af et greensefladereometer.




Ved anvendelse af et grensefladereometer blev B-lactoglobulins viskoelastiske egenskaber i
olie/vand grensefladen bestemt (figur 3). Modifikation af B-lactoglobulin ved hojtryk resulterede i

en markant ogning af det elastiske modul af filmen med adsotberet PB-lactoglobulin i olie/vand
gransefladen, bade med hensyn til hvor hurtigt filmstyrken udviklede sig og ligeledes med hensyn til

niveauet (figur 3).
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Figur 3. Dynamisk reologi i olie/vand grensefladen. Den vandige fase var tilsat nativt B-lactoglobulin (A) eller B-
lactoglobulin trykbehandlet ved 150 MPa (B), 200 MPa (C) eller 400 MPa (D) i 20 min ved 20°C. Proteinet blev tilsat til

vandfasen til tiden 0, pH i vandfasen var 7,0 og koncentrationen af B-lactoglobulin var 0,01 mg/mL. Fra Knudsen et al.,
2004.

For at fi ydetligere oplysninger om, hvordan tryk pavitkede B-lactoglobulin og hvilke molekylare
egenskaber, der i sartlig grad har betydning for at forbedre B-lactoglobulins overfladeegenskaber blev
en rekke molekylere egenskaber sisom oligomerisering, eksponering af thioler fra proteinets indre
tiloverfladen samt overfladehydrofobicitet af trykbehandlet B-lactoglobulin undersogt [Knudsen et

al., 2004]. B-lactoglobulins overfladehydrofobicitet efter forskellige trykbehandlinger er vist i figur 4.
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Figur 4. ANS fluorescens-emissionsspektre af nativt B-lactoglobulin (—) og efter hejtryksbehandling af B-lactoglobulin
ved 150 MPa (--), 200 MPa (---) and 400 MPa (). Koncentrationen af B-lactoglobulin og ANS var henholdsvis 2 pM
og 100 uM. Oget fluorescensintensitet viser at hydrofobiciteten oger med stigende tryk. Fra Knudsen et al., 2004.

Ved udfoldning og eksponering af hydrofobe dele af proteiner oges graden af ANS, der bindes til
proteinoverfladen, og det giver en stigning i fluorescensintensiteten af oplesningen. Resultaterne
viste en gradvis stigning i B-lactoglobulins overfladehydrophobicitet ved stigende trykbehandling
(figur 4). Fra forsegenes resultater blev det konkluderet at -lactoglobulins ogede
overfladehydrofobicitet induceret ved hojtryksbehandling forbedrede overfladeegenskaber af
trykbehandlet B-lactoglobulin i olie/vand greensefladen sammenlignet med overfladeegenskaberne af
ubehandlet B-lactoglobulin [Knudsen et al., 2004]. Derimod synes andre effekter sisom oget thiol
eksponering at have mindre betydning for B-lactoglobulins evne til at danne en sterkt elastisk film i
olie/vand grensefladen.

Milinger af fluorescensintensitet af B-lactoglobulin under hoijtryksbehandling ved forskellige
temperaturer viste at der var storst effekt af trykbehandling ved 37 °C sammenlignet med
trykbehandlinger udfert ved 25 °C og 5 °C. Hoijtryksbehandling i1 kombination med
varmebehandling er saledes en made til at oge effekten af hojtryk med henblik pé at opna en specifik

og gradvis proteinmodificering og @ndring af valleproteiners funktionelle egenskaber.




2.2 Hojtrykseffekter pd pH i mzlkeproteinoplgsninger

I projektet indgik udvikling af et hojtryksspektrofotometer designet til at méle pa oplesninger
under hoje tryk (in-situ). Systemet bestar af en optisk celle, der kan sattes under tryk samt lyskilde og
detektor, og derved kan absorptionsspektre (ved belgelengder i UV og synligt omrade) af
oplesninger optages. Hojtryksspektrofotometeret er udstyret med en kuvette med variabel lysvej, der
gav mulighed for uden fortynding at foretage malinger pa koncentrerede og turbide oplesninger
hvilket er relevant for studier af malkeproteiners, bade kaseiner og valleproteiner, dissociering samt
associering og geldannelse under hoje tryk. Termostatering af hejtryksspektrofotometeret gav
yderligere mulighed for forseg ved varierende temperatur, og den kombinerede effekt af tryk og
temperatur pd mealkens kaseinmiceller blev undersogt [Orlien et al., 2005a].

For at bidrage til forsticlsen af hojtrykseffekter pa malk, med henblik pa styring af
malkeproteinaggregering og geldannelse som er sterkt pH-folsomme, blev der i projektet foretaget
malinger af pH 1 malkeproteinoplesninger under tryk. Dette blev malt ved brug af forskellige pH
indikatorer.

Undersogelserne af lysabsorptionen af pH-indikatoren a-naphtylred (og af neutralred) i vand ved
forskellige pH-vardier udsat for tryk op til 500 MPa viste, at a-naphtylred er trykresistent. Det vil
sige at denne indikator @ndrer ikke optiske egenskaber ved stigende tryk og er derfor velegnet til at
folge pH ved stigende tryk. Undersogelserne af lysabsorptionen af pH-indikatoren a-naphtylred (og
neutralrod) i buffersystemerne eddikesyre, ravsyre, phophatsyte og imidazol samt B-lactoglobulin i
vand ved forskellige pH-verdier udsat for tryk op til 500 MPa viser en effekt pa
absorptionsspektrene som funktion af tryk. Dermed kunne @ndringen i dissociationskonstanten
(ApK,) for buffersystemerne beregnes som funktion af tryk. Det blev fundet, at pK, faldt for
eddikesyrebufferen og phosphatbufferen som funktion af tryk, hvilket betyder, at syredissociationen
favoriseres af stigende tryk. Derimod forblev pK, konstant for ravsyrebufferen og imidazolbufferen.
Disse resultater er i overensstemnmelse med litteraturen og verificerer dermed metoden som blev
udviklet som del af projektet i et specialdesignet hojtryksspektrofotometer. Forsog med vandige
oplosninger med op til 5 mg/ml B-lactoglobulin viste, at den maksimale pH-zndring som [3-

lactoglobulin gennemgér under tryk er athangig af proteinkoncentrationen (figur 5).
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Figutr 5. pH profil af B-lactoglobulin i vand under tryk.

pH stiger op til 1,5 pH-
3,6 mg/mL mzlk svarende til forekomsten i mezlk (figur 5). Denne stigning udlignes stort set, nir
trykpavirkningen oges til 500 MPa. Mzlkeproteinoplosningers (B-lactoglobulin) pH synes sdledes at
vise dynamiske xndringer, hvor pH stiger ved moderat hoje tryk og falder ved hejere tryk.
Forelobige pH malinger (in-sitr) pa malk indikerer, at pH stiger svagt under tryk. Med mere viden
om pH i malkeproteinoplesninger under tryk kan disse resultater bruges til at forudsige stabilitet af
malkeproteinoplosninger og deres calciumbinding. Ligeledes kan trykeffekter pa malkeproteiner nu

delvis forklares som et resultat af midlertidige pH-andringer under trykbehandling. Denne viden kan

enhed omkring 300 MPa, nar koncentrationen af -lactoglobulin er omkring

udnyttes i design af nye mejeriteknologiske processer.

2.3 Hojtrykseffekter pa storrelsen af kaseinmiceller i mzalk

Effekten af hoje tryk pd kaseinmiceller i malk blev ogsa undersegt i projektet [Knudsen et al.,
2005b; Orlien et al., 2005a]. Kaseinerne er de proteiner, der danner protein-netvark i ost og deres
geldannelse er afgorende for mange mejeriprodukters egenskaber og kvalitet. Figur 6 viser

storrelsesfordelingen af kaseinmiceller som er afgorende for blandt andet geldannelse i malk efter

hojtryksbehandling.
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Figur 6. Sterrelsesfordeling af kaseinmiceller i ubehandlet skummetmalk (0,1 MPa) og efter trykbehandling af
skummetmalk ved 150 MPa, 200 MPa, 300 MPa og 400 MPa i 20 min. Ud for hver storrelsesfordeling er z-
middelverdien af kaseinmicellernes hydrodynamiske diameter (i nanometer) angivet. Milingerne er foretaget med
dynamisk lysspredning. Fra Knudsen et al., 2005b.

Forsegene viste, at behandling af malk med tryk op til 200 MPa resulterer i en reduktion i
kaseinmicellernes storrelse. Trykbehandling af mzlk ved 300 MPa viste, at en del af kaseinmicellerne
aggregerer, og en fraktion af storre kaseinmiceller end dem der oprindeligt er til stede i den

ubehandlede malk blev observeret (figur 6).
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Figur 7. Andringer af kasein miceller under og efter hojtryksbehandling af skummetmalk ved forskellige tryk (p) og
temperaturer. Storrelsesforholdet af kasein micellerne i figuren er baseret pa resultater fra malinger af malks turbiditet
under tryk (i situ) og fra malinger med dynamisk lysspredning af skummetmalk efter trykbehandling. Fra Otlien et al.,
2005a.

Denne aggregering af malkens kaseinmiceller ved trykbehandling mellem 250 MPa og 300 MPa blev
yderligere forsteerket, nar trykbehandlingen blev udfert ved 40 °C frem for 20 °C. Yderligere blev
den trykinducerede dissociation af kaseinmiceller forsterket ved lave temperaturer (5 °C) [Orlien et
al., 2005a]. Figur 7 giver en oversigt, der viser hvorledes storrelserne af kasein micellerne zndrer sig
under og efter trykbehandling af skummetmzlk ved en rzkke forskellige temperaturer og tryk.
Trykbehandling af malk og samtidig variation i temperaturen synes siledes at vaere perspektivrig
med henblik pa at kunne oge effekten af hejtryk pd kaseinmiceller for at opna bestemte

storrelsesfordelinger.




2.4 Hojtrykseffekter pa calciums binding til malkeproteiner

I en forsimplet beskrivelse er maxlk en overmattet oplesning af calciumphosphat.
Mezlkeproteinerne og isar kaseinerne binder calciumioner og dette proteinbundne “organiske”
calcium 1 form af calciumphosphat nanoclusters bundet gennem phosphoryleret serin til kaseinerne
udgor den ene hovedfraktion af calcium i mazlk. Den anden hovedfraktion bestar af ’uorganisk”
calcium i malkens serumfase, hvor calcium er bundet 1 ”uorganiske” komplexer og komplexer af
sma organiske molekyler som lactat og citrat.

Hojtryksbehandling af skummetmalk flyttede calcium fra proteinbinding til serumfasen, en

fordeling, der kun langsomt reverterede mod ligevagtsfordelingen (tabel 1).

Tabel 1: Total calcium-koncentration i serum fra malk malt med atomabsorptionsspektroskopi efter hojtryksbehandling
af malk. M=zlken blev ultracentrifugeret umiddelbart efter eller 24 timer efter trykbehandling. Calcium-koncentrationen
blev malt i supernatanten efter ultracentrifugering af maelk ved 218 000 g i en time. Fra Knudsen et al., 2005b.

Hojtryksbehandling Calcium-koncentrationi  Calcium-koncentration i Total calcium-
serum serum 24 timer efter koncentration i maelk
hojtryksbehandling

(MPa) (M) (mM) (mM)
0,1 9,54 - 31,2
150 13,3 11,2 -
200 14,4 12,3 -
300 13,6 12,1 -
400 13,4 11,1 -

Hojtryksbehandling ogede den totale calcium-koncentration i malkens serum fra omkring 9,5 mM i
ubehandlet mealk til omkring 14 mM efter trykbehandling ved 200 MPa og omkring 13,5 mM efter
trykbehandling ved 300 MPa og 400 MPa (tabel 1). Calcium-koncentrationen i malkens serum faldt
svagt efter trykbehandling og efter 24 timer var serum calcium-koncentrationen mellem 11 mM and
12 mM i alle de trykbehandlede prover (tabel 1). Samlet viste resultaterne, at behandling af maclk
med moderate hoje tryk pa 150 MPa pavirkede kaseinmicellernes calciumbinding og effekten blev
svagt forsterket ved behandling med tryk pa op til 200 MPa. En sidan kontrolleret overforsel af
calcium mellem mzlkens calcium pools ber kunne udnyttes til design af ernzringsforbedrede
mejeriprodukter.

I projektet blev det ogsa sogt at kvantificere calciums binding til valleproteiner under
trykbehandling (iz-sit#) ved anvendelse af europium, der giver et skift i luminiscens ved binding til
proteiner. Det blev fundet at europium i meget svag grad bindes til valleproteiner. Derfor blev det

opgivet at foretage videre malinger med denne probe.




2.5 Reologiske egenskaber af syrnede geler fremstillet af hgjtryksbehandlet maelk

Det er velkendt, at varmebehandling af malk (~ 10 min ved 90 °C) denatuterer valleproteinerne [3-

lactoglobulin og a-lactalbumin. Herved oges disse valleproteiners interaktioner med malkens
kaseinmiceller, hvilket resulterer 1 oget viskositet og vandbinding i syrnede produkter fremstillet ud-
fra varmebehandlet malk. I dette projekt blev det undersogt, hvordan hejtryksbehandling af mzlk
pavirkede reologien af rorte syrnede malkegeler fremstillet udfra trykbehandlet malk [Knudsen et
al., 2005a]. Roregeler blev fremstillet af trykbehandlet maelk og flydeegenskaber samt roregelernes
visko-elastiske egenskaber blev sammenlignet med geler fremstillet af varmebehandlet malk.

Viskositet og flydegrense malt under konstant omrering i de rorte syrnede geler blev gradvist eget

ved behandling af mezlk med tryk op til 600 MPa. Varmebehandling af malk ved 90 °C i 30 minutter
eller trykbehandling af malk ved 600 MPa 1 20 minutter gav samme viskositet og flydegrense 1 de
syrnede roregeler. Malinger af de syrnede geler med dynamisk oscillation med lille amplitude viste, at
roregelernes visko-elastiske egenskaber blev gradvist eget ved behandling af malk med tryk pa op til
600 MPa. Det blev videre fundet, at varmebehandling af malk ved 90°C i 30 minutter eller
trykbehandling ved 600 MPa i 20 minutter gav ens visko-elastiske egenskaber i de syrnede roregeler.
Disse resultater kan udnyttes til at fremstille yoghurttyper hvor varmebehandling ved lavere

temperaturer giver mere frisk smag.

2.6 Reologiske egenskaber af neutrale geler fremstillet af hgjtryksbehandlet malk

Projektet omhandlede ogsa en karakterisering af neutrale geler fremstillet af hojtryksbehandlet
melk [Otlien et al., 2005b]. Trykbehandling af melk alene inducerer ingen geldannelse, men ved
trykbehandling af mzlk med tilsetning af 10 eller 15 % valleproteinisolat (WPI) blev der dannet
geler. Reologiske malinger med dynamisk oscillation blev brugt til at karakterisere visko-elastiske
egenskaber i disse neutrale malke- og valleproteingeler. Hojtryksbehandling (200 MPa i 15 minutter)
af mealk tilsat 15 % wvalleproteinisolat resulterede i dannelse af neutrale geler. Trykbehandling 1
omradet fra 400 MPa til 600 MPa gav en yderligere stigning i gelstivheden, og bade de elastiske og
viskose egenskaber i gelerne steg. Trykbehandling i omradet fra 400 MPa til 600 MPa blev fundet at
resultere i geldannelse af malk tilsat 10 % valleproteinisolat og gelstivheden steg yderligere, nar
malken blev tilsat 15 % valleproteinisolat. Gelernes reologiske egenskaber var stabile og lagring af
gelerne ved 5 °C i op til 5 dage efter trykbehandlingen gav ingen vasentlig @ndring i gelernes visko-
clastiske egenskaber. Geler fremstillet af valleprotein oplest i mealk havde et fire gange hojere elastisk

modul 1 forhold til geler fremstillet af valleprotein oplest i vand ved sammenlignelige tryk og
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holdetider. Trykbehandling ved 600 MPa i 15 minutter og en valleproteinkoncentration pa 15 % var
nodvendig for at fa oplesninger af valleproteiner i vand til at gelere.

Neutrale malkegeler fremstillet ved trykbehandling 1 omradet fra 300 MPa til 400 MPa havde
samme styrke og stivhed som en varme-induceret malkegel fremstillet ved en varmebehandling pa
80 °C i 10 minutter. Malken havde i begge tilfelde oget valleproteinindhold (tilsat 15 %
valleproteinisolat).

Farvemilinger pa skummetmalksgelerne viste, at disse geler havde samme hvide farve som
skummetmalk, hvorimod trykbehandlet skummetmalk er mere transparent sammenlignet med
ubehandlet skummetmalk. Kaseinmicellerne i trykbehandlet skummetmalk er dissocierede og
reduceret i storrelse, hvilket resulterer i at malken bliver mere transparent. Men ved dannelse af en
trykinduceret skummetmalks-gel inkorporeres kaseinmicellerne i et netvaerk, hvilket andrer
partikelstorrelsen af kaseinmicellerne, og disse trykinducerede skummetmalksgeler fir samme hvide
farve som ubehandlet skummetmzalk.

Resultaterne viser samlet, at neutrale malkegeler kan fremstilles ved trykbehandling alene [Otlien et
al., 2005b]. Trykbehandling af malk og valleproteinblandinger i kombination med varmebehandling
synes at vare en interessant alternativ metode til at fremstille neutrale malkegeler og forseg med
flere variationer af proteinkoncentration, temperatur og tryk er planlagt med henblik pa at

karakterisere egenskaberne af disse geler og designe nye typer af dessertprodukter.

3 Konklusioner

Samlet har projektet vist, at hoje hydrostatiske tryk kan anvendes til en specifik og kontrolleret
modificering af malkens proteiner, og det galder bade kaseinmiceller og valleproteiner. Iser er det
nyt, at disse xndringer er blevet beskrevet kvatitativt, hvilket fremmer en fremtidig udnyttelse i
produktudvikling. Bade for geldannelse og for kaseinmicellernes storrelsesfordeling er der saledes

identificeret relativt snaevre tryk-intervaller, hvor effekten er storst.

Milinger af overfladetrykket i luft/vand graensefladen viste, at trykbehandling af PB-lactoglobulin
(fra 150 MPa til 400 MPa) fremmer adsorptionen af B-lactoglobulin il luft/vand gransefladen.
Overfladereologiske milinger viste, at den adsorberede film i olie/vand graensefladen havde en
markant oget elasticitet for film stabiliseret af trykbehandlet B-lactoglobulin (fra 150 MPa til 400
MPa) i stedet for nativt B-lactoglobulin. B-lactoglobulins egede overfladehydrophobicitet induceret
ved hojtryksbehandling blev identificeret som arsag til de forbedrede overfladeegenskaber af
trykbehandlet B-lactoglobulin i olie/vand grensefladen sammenlignet med overfladeegenskaberne af

ubehandlet B-lactoglobulin.

11



Milinger af pH i B-lactoglobulin oplesninger under tryk viste dynamiske @ndringer, hvor pH steg
ved moderat hoje tryk og faldt ved hejere tryk. Denne viden laegger op til specifikke @ndringer af
funktionelle egenskaber gennem tryk-induceret pH-andring.

Hojtryksbehandling af skummetmalk blev vist at flytte calcium fra proteinbinding til serumfasen,
en fordeling der kun langsomt reverterede mod ligevagtsfordelingen. En siadan pertubering af
calcium fordelingen er interessant i forbindelse med forbedring af ernaringsmaessige egenskaber af
mejeriprodukter.

Trykbehandling af malk mellem 150 MPa og 200 MPa blev vist at reducere storrelserne af
kaseinmicellerne i malken. Trykbehandling af malk mellem 250 MPa og 300 MPa resulterede 1 en
fraktion af kaseinmiceller med mindre storrelser end kaseinmiceller i ubehandlet maelk og en fraktion
af kaseinmiceller storre end kaseinmiceller i ubehandlet malk. Aggregeringen af malkens
kaseinmiceller ved trykbehandling mellem 200 MPa og 300 MPa blev yderligere forsterket, nar
trykbehandlingen blev udfert ved 40 °C frem for 20 °C. Yderligere blev den trykinducerede
dissociation af kaseinmiceller forsterket ved lave temperaturer (5 °C).

Trykbehandling af malk alene inducerer ingen geldannelse, men ved trykbehandling af malk med
tilsetning af 10 eller 15 % valleproteinisolat (WPI) blev der dannet neutrale geler, som kan danne
grundlag for nye dessertyper.

Modificering af malkeproteiner med heje tryk og samtidig variation i temperaturen synes at vare
perspektivrigt med henblik pa at kunne oge effekten af hojtryk pa malkeproteiner. Med
trykbehandling af malk er det muligt at opna bestemte storrelsesfordelinger af kaseinmiceller og
trykbehandling af valleproteiner kan anvendes til specifik og gradvis proteinmodificering og ndring
af funktionelle egenskaber. Videre forseg for at fastlegge effekten af kombinationer af varme og

trykbehandling pa malkeproteiner er igangsat.
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